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●一方､仲3-3crはSer-216をアラニンに置換すると著しく結合が阻害され､逆に第２変異体グル
ープの中では216s変異体に対してのみ結合力喉出された｡また､Ser-137やSer-309はｏｒの
Ser-216への結合を補強した｡他のらつの14-3-3蛋白についても同様に結合部位を同定したとこ
ろ〃つの14-3-3蛋白のうち、ｏ以外の全てがβと同じ様式でCDC25Bと結合した(表1参照)。
２．１４－３－３はSeF309周辺配列への結合を介してCDC25Bの細胞内局在を制御する
これまでの実験から１４－３－３ﾌｧﾐﾘｰ蛋白はCDC25Bに対する結合部位の違いから二つのグ
ループに分けられることがわかった｡これまでに､Ｓｅﾄ309の変異はCDC25Bの細胞質局在を阻
害することが報告されていたので､私は結合部位の違う14-3-3蛋白がCDC25Bの細胞内局在に
及ぼす影響を共発現系で解析した｡まず､CDC25Bの細胞内局在を定量的に測定する実験系を
構築した｡FLAG-CDC25B発現細胞を間接蛍光免疫法で染色し､その局在を核型(N>C)､分散型
(N=C)､細胞質型(N<C)に分類し細胞の割合を算出した。
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図２１４８５βの共発霧lはCDC25Bの局在を細胞質へと移行させる
工襲 零ｓ●
日仏理0笹３国ロ
ｍｅ
図2で示したように単独発現されたCDC25B野生型は主に核型であったが､14-3-3βを共発
現すると分散型が増加した｡一方で14-3-30の共発現群は単独発現と同じ局在が観察された。
第１変異体グループの中でS309A変異体のみが著しい核局在を示し(他は野生型と同様)、
仲3-3β共発現下での局在変化はなかった｡第２変異体グループでは309sのみが野生型と同
様な局在を示し(他は核型)、14-3-3βを共発現するとその局在が分散型＆細胞質型へ移行した。
他の５つの１４－３－３蛋白の解析でも､14-3-3βと同じ結果を得た｡つまり、Ｏ以外の14-3-3蛋白
はSer-309周辺配列への結合を介してCDC25Bの細胞内局在を制御することが明らかとなった。
3．CDC25Bの新規核外輸送シグナルの同定
１４－３－３によるCDC25B局在制御機構の解析を行うため､CDC25Bの核外輸送配列(NES)欠失
変異体を作成することにした｡28-HLPGLLJLGSHGLL-40配列がCDC25BのＮＥＳであるという報
告があったので､このNES内のLLLをアラニンに置換した変異体の局在を調べた｡CDC25Bは核
移行シグナルも持っているのでＮＥＳを失うと局在は核型のみになるはずであったが､この変異体
の局在は野生型と全く同じであった｡そこで､新規ＮＥＳの同定を行った｡解析を行った結果、
52-VTT[TQTMIblDLAGL-65配列がＮＥＳとして働くことがわかった｡図Sで示すようにこの配列をも
ったＧＦＰは細胞質局在を示し､この蛋白をCRM1阻害剤､LeptomycinB(LMB)で処理すると細胞
質局在が阻害された｡また､太字で示した11･L｡Ｌをアラニンに置換する変異(mNES)はＧＦＰの細
胞質局在を失わせるとともに､CDC25Bの局在も著しい核型へと移行させた。
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図sCDC25Bの新規ＮＥＳの同定
４．１４－３－３によるCDC25細胞局在制御機構の解析
１４－３－３の結合による蛋白の細胞質への局在促進のメカニズムには二つの仮説がある｡14-3-3
のＮＥＳ類似配列に由来した核外輸送促進説と14-3-3の結合が結合蛋白のNLSをマスクするこ
とによる核内輸送抑制説である｡私は14-3-3によるCDC25Bの細胞質局在はどちらのメカニズ
ムによって制御されているかを明らかにするために､二つの実験を行った｡まず､11-3項で作成し
たＮＥＳ欠失変異体に14-3-3β蛋白を共発現しその局在を調べた｡14-3-3の結合が核外輸送を
促進するのならば分散型･細胞質型の増加が見込まれたのだが､14-3-3βを共発現してもＮＥＳ
欠失変異体の著しい核局在に変化はなかった｡次に､ＬＭＢ処理によるCDC25Bの核集積に
14-3-3βが及ぼす効果を調べた｡CDC25BをLMB処理すると図Sでも示したようにCDC25Bは核
に集積する｡核局在細胞の割合は､単独発現群では1.5時間後に90％を超えるが､14-3-3共発
現群では６時間後でさえ､65%までにしか達しなかった｡以上の実験から１Ｈ－３の結合によって
CDC25Bの核内輸送が阻害されることがわかり､図4で示すような機構でCDC25Bは14-3-3によ
って制御されていると考えられる。 鰔露繼掛一一霞小
鰯金鷲
図４１４ｓ-3によるCDC25Bの細胞内局在制御橿構
、考察
この研究で14-3-3蛋白がSer-309周辺部への結合を介してCDC25Bの細胞内局在を促進す
ること､およびその促進は14-3-3がCDC25Bの核移行を阻害することによって引き起こされるこ
とを明らかにした｡また､CDC25BのＮＥＳを新たに同定しCDC25Bの細胞質局在にはＮＥＳと
14-3-3の結合の両方が必須であることも示した｡今のところCDC25Bの細胞内局在については２
～３の報告はあるものの､一致した見解が得られていない｡また､CDC25Bの局在が細胞周期の
進行にどのように関わっているのかについても明らかにされていない｡今回得られた知見が、
CDC25Bの局在制御機構のさらなる解析および､細胞周期進行におけるこの制御機構の意義の
解明に貢献することを期待する。
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学位論文審査結果の要旨
内田早苗氏から提出された学位論文につき、上記５名の審査委員による審査の後、平成１６年２月３日に
口頭発表会が行われた。同日に最終審査委員会が開催され、審議の結果、以下のとおり判定された。
ヒトのＣＤＣ２５Ｂ遺伝子は、ＣＤＫ１/cyclinB複合体を活性化することで細胞分裂期への進行を正に制御す
る細胞周期関連遺伝子である．内田氏は、CDC25Bの機能を解析する目的で、学位申請論文にかかわる研究
を行った。内田氏は、まず、細胞内のリン酸化タンパク質結合因子として知られている14-3-3がCDC25B
と結合することを明らかにした後、CDC25Bタンパク質中の14-3-3との結合に必須な部位を明らかにし
た．次に、両タンパク質を細胞内で発現させることにより、ＣＤＣ２５Ｂが、特定の14-3-3と結合することが
CDC25Bの細胞質局在に必須であることを示した。さらに研究を進め、ＣＤＣ２５Ｂ中に以前論文発表された
所とは別の部位に、細胞質移行シグナル活性を発見し、この部位の欠損によりＣＤＣ２５Ｂの細胞質局在が失
われることを明らかにした。これらの結果より、ＣＤＣ２５Ｂの細胞内局在が14-3-3との結合、ＣＤＣ２５Ｂのも
つ細胞質移行シグナル、核移行シグナルにより制御されることを明らかにした。
本研究は、CDC25Bの細胞内局在制御機構を明らかにし、今後のCDC25Bの細胞周期における役割につ
いての研究に重要な貢献をしたものと評価され、博士（理学）の学位に値するものと判定した。
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